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^ (57) Abstract: The invention concerns peptide fragments 13-39 and 65-97 of the HARP factor, which inhibit angiogenesis. Ad- 
vantageously, said peptides can be associated with the peptide 1 1 1-136 of HARR The invention also concerns pharmaceutical com- 
positions comprising said peptides or nucleic acids encoding said peptides, and their use for treating pathologies associated with an 
angiogenesis. in particular proliferative disorders such as cancer. 



(57) Abrege : Uinvention conceme les fragments peptidiques 13-39 et 65-97 du facteur HARP, qui inhibent Tangiog^n^se. De 
mani^re avantageuse, ces peptides peuvent etrc associ6s avec le peptide 11 1-136 d*HARP. Uinvention conceme 6galement des com- 
positions pharmaceutiques comprenant ces peptides ou des acides nucMiques codant pour ces peptides, et leurs utilisations pour le 
traitement de pathologies assocites ^ une angiog^n^e. en particulier les d^sordres prolifitotifs comme le cancer. 
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Fragments peptidiques du fecteur HARP inhibant I'angiog^ndse 

La pr6sente Invention conceme des fragments peptidiques de la 
proteine HARP inhibant I'angiogenese. 

5 

La th6rapie actuelle du cancer repose sur la radloth6rapie, la chirurgie, 
parfois tres invalidante et/ou rutllisation de drogues anti-canc6reuses bloquant 
les mitoses et qui peuvent etre tr§s agressives limitant parfois leurs emplois. II 
n'existe pas actuellement de thSraple universelle centre cette pathologle. Le 

10 r6le de I'angiogSndse dans la croissance tumorale a fait I'objet d'intenses 
racherches et il est maintenant admis partoute la communaut^ sclentifique que 
la croissance tumorale ne peut se faire sans^ngiogenSse. Ce mecanisme qui 
est d6finl comme un processus dynamique indult par un certain nombre de 
facteurs anglogdnes dont les principaux sont : le "vascular endothelial growth 

15 factor" (VEGF), le "fibroblast growth factor" (FGF) ou rheparin affin regulatory 
peptide" (HARP) qui sont dans plusieurs cas sur-exprim6s par les tumours 
elles-memes. Puisqu'une tumeur ne peut se d6velopper sans n6o- 
vascularisation, la suppression ou I'inhibition des facteurs angiog§nes doit 
conduire une regression de la croissance tumorale et ceci quel que soit le 

20 type de tumeur. Aujourd'hui, plusieurs soci6tes d6veloppent dans le traitement 
du cancer ou des maladies prolif6ratives, une strat6gie anti-angiogen6se basee 
par exemple soit sur des inhibiteurs de facteurs angiogdnes (ou de leur 
r^cepteurs quand ceux-cl sont identifies), so'rt en induisant des micro 
thromboses vasculalres en utilisant la cellule endoth^liale comme ancrage de 

25 catalyseurs de la thrombose, soit encore en utilisant des agents peptidiques qui 
inhibent rangiog^n^se par des m6canismes pas toujours identifies. Ces 
approches n'ont pas encore dSbouche sur des r^sultats clairs et 11 apparalt que 
les inhibiteurs bas§s sur le blocage d'une seule voie de I'angiog^ndse induisent 
des effets rebonds aggravants. Ces r6sultats conduisent actuellement ces 

30 societ§s ^ proposer des cocktails d'inhibiteurs permettant d'esperer une 
destruction radicale et simultan6e des vaisseaux et de cellules tumorales. 

Le r6le angiog^ne du facteur HARP a et6 montr6 au travers d'un 
ensemble d'exp6rimentations r^alisees in vitro et in vivo (Papadimitriou et al. 
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2001 : Papadimitriou et al., 2000). Ainsi dans un module in vibro dans lequel 
des cellules endoth6liales sont ensemencSes sur un gel de collagdne, il a 6td 
montr6 que I'HARP est capable d'induire la fonnation de pseudo-caplllaires 
mimant ainsi les premieres stapes de I'angiogenese, c'est-d-dire I'activation 

5 des cellules endothSllales et leur migration a travers une matrice extracellulaire 
partlellement detruite. Renforgant cette observation, un peptide synth6tique de 
43 acides amines correspondant ^ une partie du domaine C-temninal de 
I'HARP est capable de stimuler la secretion de I'activateur du plasminog§ne 
par des cellules endoth^liales d'aorte de bceuf (ABAE) et d'inliiber la secretion 

10 de son inhibiteur PAI-1 (Kojima et al., 1995a ; Kojima et al., 1995b). Get 
activateur induit le clivage du plasminogSne en plasmine, une protease jouant 
un rdle clef dans la degradation de.la matrice extracellulaire. L'HARP partage 
cette propriety avec une autre prot^ine se liant d rhSparine (Matsubara et al., 

1990) : la protSine Midkine (MK) prdsentant 50% d'homologie de sequence en 
IS acides amines avec laquelle elle constitue une nouvelle famille d'HBGF 

(Tsutsui et al.. 1991). 

Le r6le jou§ par I'HARP dans I'angiogenese tumorale a egalement 
6t6 souligne par I'^quipe de Roy Bicknell. Ainsi, la surexpresslon d'HARP 
dans des cellules de carcinome mammaire MCF7 inject§es a des souris 

20 "nude" entratne une augmentation de la taille de la tumeur par rapport ^ 
celles obtenues sans surexpresslon. L'augmentation de la taille de. la tumeur 
est relive d la density vasculaire et e une multiplication des cellules 
endotheilales (Choudhuri et al., 1997). La proliferation des cellules 
endotheiiales est une autre etape clef de I'anglogendse dans laquelle I'HARP 

25 pounrait jouer un rflle crucial. En effet, d§s 1991, il a et6 montr6 que I'HARP 
stimulait la proliferation des cellules endotheiiales in vitro (Courty et al., 

1991) . Cette activite mitogene a pu §tre mise en evidence dans d'autres 
modeies : HARP stimule in vitro la fonnation en agar mou de colonies de 
cellules epitheiiales SW13 non tumorigenes (Fang et al., 1992) et la 

30 surexpresslon de son ADNc dans les cellules NIH 3T3 (Chauhan et al., 1993) 
ou SW-13 (Fang et al., 1992) induit la formation d'une tumeur chez la souris 
"nude". Ce role mitogene est renforce par I'expression de la molecule dans 
de nombreux cancers. En utilisant des tests de protection a la RNAse et/ou 
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la technique Northern blot, les ARNm de I'HARP ont 6t6 d§tect6s dans les 
Iign6es cetlulalres Issues de cancers du sein (T47 Deo, MDA-MB231 , MDA- 
MB361 . HS-578T) (Fang et al.. 1992), de fovaire (A1827, PA-1) (RIegel et al., 
1994), de la prostate (PC-3) (Vacherot et al., 1999a) et du poumon (Jager et 
5 al.. 1997). 

In vivo, dans diff^rents modules tissulalres, la localisation de I'HARP 
est notamment associee aux cellules endotheliales des caplllaires sanguins. 
De I'ARNm de la prot6ine HARP a 6t6 mis en Evidence au niveau des 
cellules endotheliales appartenant aux caplllaires sanguins de prostate et de 

10 glandes mammalres humaines (Vacherot et al., 1999a ; Ledoux et al., 1997). 
Dans le module utSrin de rate, a ^galement 6t6 mise en Evidence une 
augmentation du taux d'ARNm et de la protelne HARP associee a la phase 
progestative du cycle. Ce r^ultat a ^tS confirm^ par I'injection de 
progesterone chez des rates ovariectomisees. La surexpression Induite par 

IS la progesterone est detectable dans iks cellules endotheliales caplllaires de 
I'endometre (Milhiet et al., 1998). La presence de la proteine HARP ^ la 
surface des cellules endotheliales a egalement 6t6 d6montree Indirectement 
lors d'injections intraveineuses d'heparine chez I'homme (Novotny et al., 
1993). Recemment, le groupe de Deuel a mis en evidence une augmentation 

20 de I'expression de I'ARNm de I'HARP dans les microvaisseaux en 
developpement apres une isch6mie c6rebrale chez le rat (Yeh et al., 1998). 
Les facteurs de crolssance HARP et Midkine (MK) sent des molecules 
presentant 50% d'homologle et possedant des proprietes mitogenes sur des 
cellules epitheiiales, fibroblastlques et endotheliales. L'expression de chacun 

25 de ces facteurs de crolssance (ARNm, proteine) a ete mise en evidence dans 
des tumours humaines d'origine variee (sein, poumon, ovaire, 
neuroblastoma, estomac, colon), suggerant leur r6le potentiel au cours de la 
progression tumorale. Peu d'etudes cliniques ont evalue la coexpression de 
HARP et de MK et en particulier le taux sanguin de ces molecules 

30 angiogenes chez des patients porteurs de tumeurs. Recemment, a ete 
developpe un dosage immunologlque pour ces deux molecules, base sur 
leur affinite pour I'heparine. La sensibilite de la m6thode est de 80 pg/ml pour 
I'HARP et de 40 pg/ml pour la MK (Stoica et al.. 2001). 
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Le brevet U.S. 5.641,743 et le brevet U.S. 6,103,880 d6crivent de 
mani^re g§n§rale la prot^ine HARP et rutilisation de cette prot^ine pour 
stimuler Tangiog^n^se. 

La demande de brevet FR 2 799 465 divulgue un fragment de HARP 
5 ^ activite angiog^ne. 

II a en effet 6t§ montr6 que Tactivite angiogene de HARP se retrouvalt 
au travers d'un plus petit peptide. Une sequence consensuelle de 18 acldes 
amines issue de la sequence peptidlque de HARP mais retrouv6e 6galement 
sur un grand nombre de facteurs angiogdnes possedait ainsi par elle m§me 
10 uhe activity angiogene. 

Comme la plupart des facteurs de croissance, le mScanisme d'action 
de HARP passe par une interaction avec un rScepteur membranaire a 
activity tyrosine Icinase de haute affinity (Kd = 50 pM) nommd "anaplastic 
lymphoma kinase" ou ALK (Stoica et al., 2001). 
IS De plus, I'actlvite biologique de HARP, comme la majority des 

HBGF, depend 6galement de son interaction avec des glycoaminoglycanes 
ou GAG, de type h6paranes ou chondroTtine sulfates (Vacherot et al., 
1999b). 

Ainsi ractivit^ mitog^ne de I'HARP est potentialisee en presence 
20 d'h^parine, d'h^parane sulfate et de chondroTtine sulfate de type A et B. Un 
traitement cellulaire ^ I'heparinase abolit I'activit^ mitogene de I'HARP. Cette 
activity peut alors §tre restaur^e en presence d'h§parine. Une etude portant 
sur les relations entre la structure et la fonction de HARP a sugg^re que la 
partie C-terminale de HARP correspondant aux rSsidus d'acides amines 111- 
25 136 (num6rotation faisant r6f6rence ^ la forme HARPiae) est directement 
impliqu6e dans I'induction de I'activit6 mitogSne (Bernard-Pierrot et al., 2001) 
et dans son interaction avec le r^cepteur ALK. II a par ailleurs 6t§ ^tabli que 
le peptide 111-136 n'est ni mitog6ne, ni angiogene et que la molecule HARP 
dont les acides amines 111-136 ont 6te d§l§t6s Inhibe specifiquement 
30 I'activit^ biologique de HARP en presentant des effets dominants n6gatifs 
vis-^-vis de HARP (Bemard-Plen-ot et al. 2002). 

Les inventeurs ont maintenant mis en Evidence de manidre 
surprenante que le facteur angiogene HARP contient des fragments 
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peptidiques capables d'inhiber I'angiog^ndse, ainsi que la croissance 
tumorale. 

II s'agit de tout ou partie des sequences d'acides amines 13-39 et 
65-97 localises dans les domaines en feuiliet beta de HARP. 
5 Ces fragments sont done particullerement intdressants pour inhiber 

rangiog6n6se et la croissance tumorale, et peuvent, par consequent, etre 
mis ^ profit dans le traitement des d6sordres prolif6ratifs tels que le cancer, 
ou des pathologies pour lesquelles une angiog6n§se excessive est observee, 
a savoir par exempie la r^tinopathie diab6tique. 
10 Selon un mode de realisation pr6f6r6 de I'lnvention, II est propose 

d'associer I'un et/ou i'autre de ces peptides §i un peptide conrespondant d 
tout ou parb'e de la sequence 111-136 de HARP. Cette association offre 
I'avantage d'dvlter "I'effet rebond" observe pour les autres techniques 
d'inhibltion de certains facteurs angiog^nes. En effet, 11 semble que rinhibition 
IS in vivo d'un facteur angiog§ne soit compens^e par I'activation d'un autre 
facteur angiog§ne. 

Dans la pr6sente invention, les peptides 13-39 ou 65-97 agissent sur 
les r§cepteurs GAG, qui sont des r6cepteurs de basse affinity inhibant 
I'activit^ anglogene de HARP, tandis que le peptide 111-136 agit sur le 
20 r^cepteur ALK, de haute affinity. 

Le blocage des sites de hautes affinit^s de HARP ainsi que ceux de 
basses affinit^s communs § d'autres facteurs angiog^nes permet une 
th^rapeutique particullerement efficace dans le traitement des pathologies 
assoclSes d un ph§nom§ne d'angiog^nese. 
25 L'approche th^rapeutique proposSe consiste en une administration 

de peptides ou une administration d'acides nucl^iques codant pour ces 
peptides. 

Le facteur HARP et ses fragments 

30 L'"heparin affin regulatory peptide" ou HARP (Courty et al.. 1991) 

6galement appelee "pleiotrophin" (Wellstein et al., 1992) ou "heparin binding- 
growth associated molecule" ou HB-GAM (Rauvala et al.. 1989) appartient a 
la famine des "heparin binding growth factors" (HBGF). La s6quence 
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peptidique humaine et le g^ne humain correspondant sont accessibles sur la 
base de donnSes (Genbank n° X52946). 

La protdlne HARP est synth6tis6e sous la forme d'un precurseur de 
168 acides amines qui poss§de deux sites de clivage par la signal peptidase 
5 aboutlssant d une prot6ine mature de 136 ou 139 acides amines (HARPiae 
ou HARP139). Les formes matures HARP136 et HARP139 possddent les 
memes activit6s biologiques in vitro, neanmoins ractivit§ sp6cifique 
d'Induction de la proliferation cellulaire de la fonne HARP139 est meilleure 
que celle observ6e pour la forme HARP136 (Bernard Pierrot et al., 2001). 
10 La num6rotation des acides amines est donn6e en fonction de la 

protSine HARP de 136 acides amines. 

La sequence peptidique humaine de. HARPise est ^galement 
pr^sentde en sequence SEQ ID N" 1. 

Dans le contexte de la pr^ente Invention, la prot6ine HARP ou ses 
15 fragments fait r§f6rence ^ la prot^ine humaine ou ses fragments, mais aussi 
d tout variant de la prot6lne chez d'autres esp^ces, notamment chez des 
mammiferes de type bovins, rongeurs, etc. Ainsi, les s6quences de souris 
(Genbank N" AK017768 ou NM 008973), rat (Genbank H" NM017066), boeuf 
(Genbank N° X52945) sont disponibles. Sont egalement connus des variants 
20 chez Zebrafish (Genbank N° NM131070) et chez la drosophile (proteine 
miple Genbank H" NM 138178). 

II a et§ mis en Evidence que des motifs d'homologie avec la 
thrombospondine de type TSR-1 (thrombospondin repeat type 1), presents 
dans les domaines en feuillet beta de HARP, notamment au niveau des 
25 acides amines contenus dans les deux peptides 13-39 et 65-97, sont 
impliqu6s dans la fixation de I'HARP k l'h§parine (Kilpelainen et al., 2000). 
Ces peptides se (lent en fait aux r6cepteurs de basse aiTinite de type GAG. 

De manidre pr§f6r6e, les fragments 13-39, 65-97 ou 111-136 sont 
les fragments tels que num§rotes dans la sequence SEQ ID N* 1 , & savoir 

30 les sequences : 

13-39 : SDCGEWQWSVCVPTSGDCGLGTREGTRT (SEQ ID H" 2) 

65-97 : AECKYQFQAWGECDLNTALKTRTGSLKRALHNA (SEQ ID N" 3) 

1 11 -1 36 : KLTKPKPQAESKKKKKEGKKQEKMLD (SEQ ID N" 4). 
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Tout peptide « variant », « liomologue », ou « d6rlv6 » de ces 
peptides, qui pr^sente ia m§me activite biologique que ces peptides, fait 
egalement partie de I'invention. 

Par « activite biologique », on entend ici notamment une activity 
5 inliibitrice de rangiog§n6se. L'actlvit6 antiangiogene d'un compos6 peut 
ais^ment etre 6valu6e in vitro ou in vivo, par I'iiomme du m6tier, notamment 
au moyen des tests suivants : 

- in vitro, par mise en contact des peptides avec des cellules 
endoth^liales sur du collagene, et observation de inhibition de la formation 

10 de capillaires ; 

- in vivo, par injection de matrice de type Matrigel®, et observation 
de I'inhibition de ia formation de capillaires au sein de la matrice ; 

- ou encore en d^posant le peptide sur une membrane 
clioriantoallantoYdienne d'un ceuf (de poule par exemple), et en observant 

15 i'effet de ce peptide sur la vascularisation de cette membrane. 

L'observation des cellules endoth6liales (et par consequent des 
capillaires) peut etre r6alisee en marquant sp§cifiquement ces cellules, par 
exemple au moyen de CD131 ou de lectine. 

L'activit6 biologique des peptides 13-39 et 65-97 fait egalement 
20 reference ^ la capacite de ceux-ci de se fixer aux GAG de type h6paranes ou 
cliondrolftine sulfates. L'activit6 biologique du peptide 1 1 1-136 fait par ailleurs 
reference d la capacity de celui-ci de se fixer au r^cepteur ALK. 

Les peptides « variants », « homologues», ou « derives » sont 
dermis comme comprenant les sequences similaires d au moins 70 %, de 
25 preference au moins 80 %, de preference encore au moins 90 %, voire au 
moins 95 %, de la sequence de reference. 

Ces peptides peuvent egalement etre definis comme comprenant les 
sequences codees par une sequence d'acide nucleique hybridant avec la 
sequence de reference ou sa sequence compiementaire, dans des conditions 
30 stringentes d' hybridation. 

Le temrie "similaires" se refere ^ la ressemblance parfaite ou identite 
entre les acides amines compares mais aussi ^ la ressemblance non parfaite 
que I'on qualifie de similitude. Cette recherche de similitudes dans une 



wo 2004/041859 ^KT/FR2003/003231 



Sequence polypeptidique prend en compte les substitutions cx>nservatives qui 
sont des substitutions d'acides amines de nn§me classe, telles que des 
substitutions d'acides amines aux chaTnes lat^rales non charg^es (tels que 
I'asparagine, la glutamine, la serine, la threonine, et la tyrosine), d'acides 
5 amines aux chaTnes laterales basiques (tels que la lysine, Targinine, et 
rhistidine), d'acides amines aux chaTnes laterales acides (tels que Tacide 
aspartlque et Tacide glutamique) ; d'acides amines aux chaTnes lat§rales 
apolaires (tels que la glycine, Talanine, la valine, la leucine, Tisoleucine, la 
proline, la phenylalanine, la methionine, le tryptophane, et la cysteine). 
10 Plus gen6ralement, par « s6quence d'acides amines variante, 

tiomologue, ou d6riv6e », on entend done toute sequence d'acides amines qui 
difFere de la sequence de reference par substitution, deletion et/ou insertion 
d'un acide amine ou plusieurs acides amines, de preference d'un nombre 
reduit d'acides amines, notamment par substitution d'acides amines naturels 
IS par des acides amines non naturels ou pseudo-acides amines a des positions 
telles que ces modifications ne portent pas significativement attelnte d ractlvite 
biologique des peptides. 

L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel 
d'analyse de sequence (par exemple, Sequence Analysis Software Package of 
20 the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 
1710 University Avenue, Madison, Wl 53705). Des sequences d'acides amines 
similaires sont alignees pour obtenir le maximum de degre d'homologie (i.e. 
identite ou similitude, comme defini plus haut). A cette fin, il peut dtre 
necessaire d'introduire de maniere artificielle des espaces (« gaps ») dans la 
25 sequence. Une fois Talignement optimal realise, le degre d'homologie est etabli 
par enregistrement de toutes les positions pour lesquelles les acides amines 
des deux sequences comparees sont identiques, par rapport au nombre total 
de positions. 

De preference, les peptides « variants », « homologues », ou 
30 « derives » sont de meme longueur que les sequences de reference. 

Les fragments de SEQ ID 2 et SEQ ID 3 contenant 
respectivement le motif 18-23 WQWSVC ou le motif 71-77 FQAWGEC sont 
particulierement interessants. 
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Conform6ment a I'lnvention, les peptides peuvent 6tre par ailleurs 
modifies chimiquement ou enzymatiquement pour ameliorer leur stabilitS ou 
leur biodisponibilitS. 

De manidre non limitative, on peut par exemple modifier un ou 
5 plusieurs des acides amines lysine (K) des peptides, notamment par : 

- amidation : cette modification est simple ^ accomplir, la charge 
positive de la lysine 6tant substitute par des groupements hydrophobes (par 
exemple, acetyle ou ph§nylacttyle) ; 

- amination : par formation d'amides secondaires d partir de I'amine 
10 primaire R = (CH2)4-NH3*. par exemple en fomnant des groupements N- 

methyle, N-allyle ou N-benzyle ; 

.. - ou encore par -formation des groupements N-oxyde, N-n'rtroso, N- 
dlalkyl phosphoryle, N-sulf6nyle, ou N-glycoside. 

On peut par ailleurs aussi ou altemativement modifier un ou 
15 plusieurs acides amines threonine (T) et/ou s6rine (S) des peptides, 
notamment en introduisant au niveau du groupe OH de la chaTne lattrale de 
la thr6onine et/ou de la serine, un groupement ester ou ether. L'est6rification, 
operation simple, peut etre r6alls6e ^ I'aide d'un acide carboxylique, d'un 
anhydride, par pontages, etc, pour former par exemple des acetates ou des 
20 benzoates. L'eth6rification, qui donne des composts plus stables, peut etre 
effectute ^ I'aide d'un alcool, d'un halogtnure. etc, pour former par exemple 
un m§thyl ether ou un 0-glycoslde. 

On peut par ailleurs aussi ou altemativement modifier un ou 
plusieurs acides amin6s glutamlne (Q) par exemple par amidation, en 
25 formant des amines secondaires ou tertiaires, notamment avec des 
groupements de type m§thyl, 6thyl, fonctlonnallsts ou non. 

On peut par ailleurs aussi ou altemativement modifier un ou 
plusieurs acides amines glutamate (E) et/ou aspartate (D), par exemple : 

. par esttrificatlon, pour former des methyl esters substituts 
30 ou non, des 6thyl esters, benzyl esters, des thiols (esters activts), etc, 

. par amidation, notamment pour former des groupements 
N,N dimtthyle, nitroanilides, pynrolidinyles, etc. 
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En revanche, il est pr6f6rable de ne pas modifier les acides amin§s 
proline, qui particlpent a la structure secondaire des peptides, sachant en 
outre que les acides amines G, A et M n'offrent generalement pas de 
possibilit6s de modification qui seraient manifestement int6ressantes. 

5 

Production des peptides 

Les polypeptides utiles dans la presente invention peuvent etre 
synthetises par n'importe quelle m6thode bien connue de Thomme du m6tier. 
Le peptide de I'invention peut par exemple etre synthetis§ par les techniques 
10 de la chimie de synthase, telles que la synthase de type Menrifield qui est 
avantageuse pour des raisons de puret§, de specificit6 antig6nique, d'absence 
de produits secondaires non d^sir^s et pour sa facility de production. 

Un peptide recombinant peut egalement §tre produit par un proc6de, 
dans lequel un vecteur contenant un acide nucl^ique codant pour le peptide est 
15 transf6r6 dans une cellule bote qui est mise en culture dans des conditions 
permettant I'expression du peptide conrespondant. 

Le peptide produit peut ensuite etre recuper§ et purifi6. 
Les procedes de purification utilises sent connus de Thomme du 
metier. Le peptide recombinant obtenu peut etre purifie ^ partir de lysats et 
20 extraits cellulaires, du surnageant du milieu de culture, par des m§thodes 
utilis6es individuellement ou en combinaison, telles que le fractionnement, les 
methodes de chromatographie, les techniques d'immunoaffinite d I'aide 
d'anticorps mono- ou polyclonaux sp6cifiques, etc. 

Uacide nucl6ique utile pour la production de peptide recombinant 
25 peut notamment presenter les s6quences suivantes : 

- sequence codant pour le peptide 13-39 (SEQ ID N** 5) 

- sequence codant pour le peptide 65-97 (SEQ ID N° 6) 

- sequence codant pour le peptide 1 1 1-136 (SEQ ID 7) 

Les acides nucl6iques codant pour des peptides « variants », 
30 « homologues », ou « derives » des peptides de HARP d§crits ci-dessus, font 
egalement partie de invention. 

Ces acides nucl^iques peuvent §tre d6finis comme comprenant : 
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i) des sequences similaires ^ au moins 70 %, de pr^f^rence au 
moins 80 %, de pr6f§rence au moins 90 %, voire au moins 95 % de la 
sequence SEQ ID n° 5. n° 6 ou n" 7 ; ou 

ii) des sequences hybridant avec la sequence SEQ ID n° 5, n" 6 ou 
5 n" 7 ou sa sequence compl6mentaire, dans des conditions stringentes 

d'hybridation, ou 

iii) des sequences codant pour le peptide de reference tei que d^fini 
pr6c6demment. 

De manidre prSferentielle, une telle sequence nucl^otidique liomologue 
10 hybride spSdfiquement aux sequences compl6mentaires de la sequence SEQ 
ID n" 5, 6 ou n° 7 dans des conditions stringentes. Les paramdtres 
dSfinissant les conditions de stringence dependent de la temperature a laquelle 
50% des brins apparids se sSparent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est dSfinie par 
15 la relation: Tm=81 ,5+0,41 (%G+C)+16,6Log(concentration en cations) - 
0,63(%formamide) -(600/nombre de bases) (Sambrook et a/., 1989). 

Pour les sequences de longueur inf§rieure k 30 bases, Tm est d^finie 
par la relation : Tm= 4(G+C) + 2 (A+T). 

Dans des conditions de stringence appropri§es, auxquelles les 
20 sequences asp6cifiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation peut etre 
de pr^f^rence de 5 ^ lO'C en dessous de Tm, et les tampons d'hybridation 
utilises sont de pr^f^rence des solutions de force ionique 6lev^e telle qu'une 
solution 6xSSC par exemple. 

Le terme "sequences similaires" employe plus haut se r§fere ^ la 
25 ressemblance parfaite ou identity entre les nucleotides compares mais aussi ^ 
la ressemblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de 
similitudes dans les sequences nuclSiques distingue par exemple les purines et 
les pyrimidines. 

Une sequence nucl6otldique homologue inclut done toute sequence 
30 nucleotidique qui differe de la sequence SEQ ID n" 5, n° 6 ou n" 7 par 
mutation, insertion, d§l6tion ou substitution d'une ou plusieurs bases, ou par la 
d^genSrescence du code g^n^tique, pour autant qu'elle code pour un peptide 
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pr6sentant ractivit§ biologique des fragments de HARP auxquels ils se 
r6f§rent. 

La sequence d'acide nucI6ique d*lnt6r§t peut §tre ins6r6e dans un 
vecteur d'expression, dans lequel elle est Ii6e de maniere op6rante d un ou des 
5 6lement(s) permettant son expression ou la regulation de son expression, tels 
que notamment des promoteurs, actlvateurs et/ou terminateurs de 
transcription, 

Les signaux controlant I'expression des sequences nucieotidiques 
(promoteurs, activateurs, sequences de temriinaison...) sont choisis en fonction 

10 de I'hote cellulaire utilis6. A cet effet, les sequences nucieotidiques selon 
rinvention peuvent §tre ins^rdes dans des vecteurs d replication autonome au 
sein de Thote choisi, ou des vecteurs int§gratifs de Thdte choisi. De tels 
vecteurs seront pr6par6s selon les methodes couramment utilis6es par 
rhomme du m6tier. et les clones en r6sultant peuvent etre introduits dans un 

15 h6te appropri6 par des methodes standard, telles que par exemple 
reiectroporation ou la precipitation au phosphate de calcium. 

Les vecteurs de clonage et/ou d'expression tels que decrits ci-dessus, 
contenant une sequence nucleotidique d6fmie selon rinvention font §galement 
partie de la presente invention. 

20 L'invention vise en outre les cellules hotes transfect6es, de manidre 

transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules peuvent etre 
obtenues par I'introduction dans des cellules hCtes, procaryotes ou eucaryotes, 
d'une sequence nucl6otidique ins6r6e dans un vecteur tel que d6fini ci-dessus, 
puis la mise en culture desdites cellules dans des conditions permettant la 

25 replication et/ou I'expression de la sequence nucleotidique transfectee. 

Des exemples de cellules hdtes incluent notamment des cellules de 
mammiferes, telles que les cellules COS-7, 293, MDCK, des cellules 
d'insectes telles que les cellules SF9, des bacteries telles que E. coli et des 
souches de levures telles que L40 et Y90. 

30 

Th6rapie g6nique 
Selon un mode de realisation particulier de invention, une therapie 
genique est mise en oeuvre, II s'agit d'administrer a un patient un acide 
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nucleique qui code pour le ou les peptides d'intSret, dans des conditions 
telles que le ou les peptides sont exprim^s in vivo par les cellules du patient 
dans lesquelles i'acide nucleique a &le transfer^. 

Uacide nucleique administrS comprend une sequence nucleotidique 
5 telle que d6finie ci-dessus, dans la partie « Production des peptides ». 

Un tel acide nucl6ique peut etre notamment sous la forme d'un 
vecteur d'ADN, par exemple un vecteur plasmidique. On peut administrer un 
ou plusieurs vecteurs, chaque vecteur pouvant porter une ou plusieurs 
s§quence(s) codant pour au moins un des peptides d'interet, a savoir le 
10 peptide 13-39, 65-97 ou 1 1 1-136. 

Selon un mode de realisation prefere, on utilise un vecteur portent 
une s6quence codant pour le peptide 13r39, un autre_ vecteur portent une 
sequence codant pour le peptide 65-97 et enfin 6ventuellement, un autre 
vecteur comprenant une s6quence codant pour le peptide 1 1 1-136. 
15 Le ou les vecteurs d'ADN peuvent etre introduits in vivo par toute 

technique connue de I'homme du metier En particulier, il est possible 
d'introduire le vecteur d'ADN /n vivo sous une forme nue, c'est-^-dire sans 
Taide d'un quelconque vehicule ou systeme qui faciliterait la transfection du 
vecteur dans les cellules (EP 465 529), 
20 Un canon a genes peut §tre 6galement employ^, par exemple en 

deposant TADN ^ la surface de particules « en or » et en projetant celles-ci 
de mani^re ^ ce que TADN penetre S travers la peau d'un patient (Tang et 
aL, 1992). Des injections au moyen d'un gel liquide sont egalement possibles 
pour transfecter d la fois peau, muscle, tissu gras et tissu mammaire (Furth et 
25 al., 1992 ; Robinson et al., 1997). 

Des techniques de microinjection, electroporation, precipitation au 
phosphate de calcium, formulations a I'aide de nanocapsules ou de 
liposomes sont d'autres techniques disponibles. 

Des nanoparticules en polyalkyl cyanoacrylate biodegradables sont 
30 particulierement avantageuses. Dans le cas de liposomes, I'utilisation de 
lipides cationiques favorise I'encapsulation des acides nucl6iques qui sont 
charges negativement, et facilite la fusion avec les membranes cellulaires 
chargees negativement 
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De manifere alternative, le vecteur peut §tre sous la forme d'un virus 
recombinant comprenant, Ins6ree dans son g6nome, une sequence d'aclde 
nucl61que qui code pour le ou lesdits peptlde(s). 

Le vecteur viral peut etre de pref6rence choisi parmi un adenovirus, 
5 un retrovinjs, en particulier un lentivims, ainsi qu'un virus ad6no-associ6 
(AAV), un virus de Thorpes, un cytomegalovirus (CMV), un virus de la 
vaccine, etc. 

Des vecteurs lentivims ont par exemple 6te d6crits par Firat et al., 

(2002). 

10 De mani^re avantageuse, le virus recombinant est un vims defectif. 

Le terme « vims d6fectif » d6signe un vims incapable de se repliquer dans 
une cellule cible. G6n6ralement, le genome des vims d6fectlfs est d6nue 
d'au molns les sequences nScessaires pour la replication dudit vims dans la 
cellule Infect6e. Ces regions peuvent etre soit elimin6es, soit rendues non 

15 fonctionnelles ou encore substitu6es par d'autres sequences et en particulier 
par Tacide nucl6ique qui code pour le peptide dMnt§r§t. N§anmoins, de 
preference, le vims defectif conserve malgre tout les sequences de son 
genome qui sont necessaires pour Tencapsulation des particules virales. 

Une administration cibiee de genes est par exemple decrite dans la 

20 demande WO 95/28 494. 



Pathologies vis4es 
Les peptides de Tinvention presentent des proprietes d'inhibition de 
Tangiogenese. 

25 A ce titre, ces peptides ou les acides nucieiques exprimant ces 

peptides sont particulierement utiles pour le traitement de diverses 
pathologies associees e une angiogenese ou faisant intervenir des facteurs 
angiogenes. 

Par « traitement », on entend traitement d titre curatif (visant k au 
30 moins soulager ou stopper le developpement de la pathologie) ou 
prophylactique (visant e reduire le risque d'apparition de la pathologie). 
Les pathologies visees incluent mais ne sont pas limitees e : 
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- Les desordres prolif6ratifs. On entend id toute proliferation 
anormale de cellules, quelle soit benigne ou maligne. Ces tumeurs incluent 
les m§lanomes, les carcinomes, les sarcomas, rhabdomyosarcome, 
r6tinoblastome, neuroblastoma, osteosarcoma. Pamni les tumeurs solides, on 
5 peut citer notamment les tumeurs (primitives ou non) mammaires, 
ovariennes, pulmonaires, du col de Tuterus, du tractus digestif, notamment 
du colon, du systSme urologique, du foie, du pancreas, des os. Les tumeurs 
non solides sont 6galement vis§es, a savoir notamment les leucemies ou les 
lymphomes. 

10 Les desordres prolif§ratifs peuvent etre trait6s a tout stade de la 

proliferation. Les peptides ou les acides nucl6iques de Tinvention sont en 
particulier utiles pour lutter centre le d6veloppement des metastases 
tumorales. Parmi les tumeurs benignes, on peut enfin citer notamment les 
hemangiomas et les adenomas hepatocellulaires. 

15 Ueffet therapeutique antl-angiogene des peptides de I'invention se 

concretise dans ces applications notamment par un effet d'inhibltion de la 
croissance tumorale. 

- Les lesions oculaires, qui incluent notamment des pathologies de la 
retine telles que la retinopathie diabetique, la degenerescence maculaire, 

20 Tocclusion de la veine ou de I'artere renale, le glaucoma, etc. Les peptides 
ou acides nucieiques de I'invention peuvent egalement etre utiles pour traiter 
des lesions oculaires pouvant etre la consequence d'acte de chirurgie 
reparatrice comma la greffe de cornee. 

- La polyarthrite rhumatoTde, qui est une maladie inflammatoire 
25 associee d une intense angiogenese (Jackson et al., 1988). 

- et les maladies de peau comma le psoriasis. 

Les peptides de Tinvention peuvent egalement etre utiles comme 
composes abortifs, pour le contr6le des naissances, en bloquant 
Tangiogenese uterine et done I'implantation de I'embryon. 

30 

Compositions ptiarmaceutiques 

Un objet de Tinvention est done une composition pharmaceutique 
comprenant, en tant que principe actif, au moins un peptide 13-39, ou 65-97 
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d'HARP, ou un peptide d6riv6 de I'un de ceux-ci avec un ou plusieurs 
excipients phamnaceutiquement acceptables. 

Un autre objet de I'invention est une composition piiamiaceutique 
comprenant, en tant que principe actif, un acide nucl6ique qui comprend une 
5 sequence cx>dant pour au moins un peptide 13-39. ou 65-97 d'HARP, ou un 
peptide d6riv6 de I'un de ceux-ci, liee de maniere op^rante k un ou des 
el6ment(s) pennettant i'expression du peptide ou la regulation de son 
expression, avec un ou plusieurs excipients pharmaceutiquement 
acceptables. 

10 -II est entendu que la sequence est eventuellement liee de maniere 

op§rante ^ un ou des 6l6ment(s) pennettant I'expression du peptide ou la 
regulation de son expression. 

Par "excipienf ou "v6hicule pharmaceutiquement acceptable", on 
entend tout solvant, milieu de dispersion, agents retardant I'absorption etc, 
IS qui ne produisent pas de reaction secondaire, par exemple allergique, chez 
I'humain ou fanimal. 

Selon un mode de realisation pr6f6r§ de I'invention, au moins I'un 
des peptides 13-39, 65-97, ou de leurs peptides derives, est associe au 
peptide 1 1 1-136 d'HARP ou ^ un peptide deriv6. 
20 L'invention foumit done egalement une composition pharmaceutique 

comprenant au moins un peptide 13-39, ou 65-97 d'HARP, ou un peptide 
derive de I'un de ceux-ci, en association avec un peptide 1 1 1-136 d'HARP ou 
un peptide derive, en presence d'un ou plusieurs excipients 
pharmaceutiquement acceptables. 
25 Une composition pharmaceutique preferee comprend : 

le peptide 13-39 de sequence SEQ ID N° 2 ; 
le peptide 65-97 de sequence SEQ ID N° 3 ; et 
le peptide 1 1 1 -1 36 de sequence SEQ ID N° 4. 
De maniere alternative ou combinee, I'invention foumit egalement 
30 une composition pharmaceutique comprenant un acide nucieique qui 
comprend une sequence codant pour un peptide 13-39 ou 65-97 d'HARP ou 
un peptide derive de I'un de ceux-ci, la sequence etant liee de maniere 
operante a un ou des eiement(s) permettant son expression, en association 



1 
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avec un acide nucl6ique qui comprend une sequence codant pour un peptide 
111-136 d'lHARP ou un peptide derive, en presence d'un ou plusieurs 
excipients pliarmaceutiquement acceptables. 

II est entendu que la ou les s6quence(s) sont §ventuellement li^e(s) 
5 de manidre op§rante § un ou des 6l§ment(s) permettant I'expression du ou 
des peptide(s) ou la regulation de son(leur) expression. 

Une composition pref6r6e comprend : 

- un acide nucl6ique codant pour le peptide 13-39 de sequence SEQ 
ID N' 2 : 

10 - un acide nucl^ique codant pour le peptide 65-97 de sequence SEQ 

ID H" 3 ; 

- un acide nucl6ique codant pour le peptide 111.-136 de. sequence . 
SEQ ID N' 4. 

Les acldes nucISiques peuvent dtre portSs par un vecteur unique ou 
IS Stre sous la forme de vecteurs s§pares. 

Un autre mode de realisation de I'invention inclut I'administration 
essentiellement simultanee de compositions s6par6es comprenant d'une part 
au moins un peptide 13-39, ou 65-97 de HARP, ou un peptide d6riv6 de I'un 
de ceux-ci ou un acide nucleique codant pour I'un de ces peptides et d'autre 
20 part un peptide 111-136 de HARP ou un peptide derive ou un acide 
nucleique codant pour ces peptides. 

L'administration peut §galement §tre r6alis§e de manidre 
sdquentielle, au moyen de compositions separSes comprenant d'une part au 
moins un peptide 13-39, ou 65-97 de HARP, ou un peptide d6riv§ de I'un de 
25 ceux-ci ou encore un acide nucleique codant pour I'un de ces peptides et 
d'autre part un peptide 111-136 de HARP ou un peptide dSrivd ou un acide 
nucleique codant pour ces peptides. 

Au moins un peptide 13-39, ou 65-97 de HARP, ou un peptide d6riv6 
de run de ceux-ci ou encore un acide nucleique codant pour I'un de ces 
30 peptides, et un peptide 1 1 1-136 de HARP ou un peptide d6riv6 ou un acide 
nucleique codant pour ces peptides, peuvent done etre individueliement 
administr§s sous une fomne pharmaceutiquement acceptable. 
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La posologie depend naturellement de Tactif considers, du mode 
d'administration, de Tindlcation therapeutique. de r§ge du patient et de son 
6tat. 

La dose de peptide est pr§f6rablement de 0,1 d 250 mglkg par jour, 

5 de preference de 1 a 100 mg/kg par jour 

La dose unitaire du compose de formule (I) comprend de pr6f6rence 
de 12,5 ^ 200 mg de ce compose. 

Quand les compositions pharmaceutiques comprennent des acides 
nucl6iques, les doses d'acide nucl6ique (sequence ou vecteur) a administrer 

10 sont adaptees egalement en fonction notamment du mode d'administration, 
de la patiiologle cibl§e ainsi que de la dur6e de traitement. G6neralement, 
lorsque des virus recombinants sont utilises, ceux-ci sont formules et 
administr6s sous la forme de doses d'environ 10^ ^ 10'*^ pfu/ml, de 
preference 10® a 10^*° pfu/ml. Le tenme « pf u » (unit6 fomiant plage) 

15 correspond d Tinfectivite d'une solution virale, et peut §tre detemnin6e en 
infectant une culture cellulaire appropri6e et en mesurant, g6n§ralement 
apres 48 heures, le nombre de plages de cellules infectees. Les techniques 
pour determiner le titre pfu d'une solution virale sont bien d6crites par la 
litterature. 

20 Les compositions pharmaceutiques de invention peuvent etre 

formul§es de maniere a etre administrees au patient par une unique voie ou 

par des voies differentes. 

Lorsque Tad ministration par voie parent6rale est envisag6e, plus 

particuli^rement par injection, les compositions de I'invention comprenant le 
25 ou les principes actifs se trouvent sous la forme de solut6s et suspensions 

injectables conditionn6es en ampoules ou flacons pour perfusion lente. 

Uinjection peut notamment fitre r6alisee par voie sous-cutan6e, 

intramusculaire ou intraveineuse. 

De maniere pr6f6ree, en particulier dans le cas d'une tumeur solide, 
30 la composition pharmaceutique peut etre inject6e au site-meme de 

Tangiogendse. 

Dans le cas d'une administration par voie orale, les compositions de 
I'invention se trouvent sous la fomie de g6lules, comprimes effervescents. 
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comprim6s nus ou enrob6s, sachets, dragees, ampoules ou solutes 
buvables, mlcrogranules ou formes d liberation prolong§e. 

Les formes pour Tadministration parent6rale sont obtenues de faQon 
conventionnelle par melange du ou des principes actifs avec des tampons, 
5 des agents stabilisants, des conservateurs, des agents solubilisants, des 
agents isotoniques et des agents de mise en suspension. Conform§ment aux 
techniques connues, ces melanges sont ensuite sterilises puis conditionn§s 
sous la forme d'injections intraveineuses. 

A titre de tampon, Thomme du m6tier pourra utiliser des tampons § 
10 base de sels de phosphate organique. 

Des exemples d'agents de mise en suspension englobent le 
methylcellulose, Thydroxyethylcellulose, Thydroxypropylcellulose, Tacacia et 
la carboxym6thylcellulose sodique. 

En outre, des stabilisants utiles selon I'invention sont le sulfite de 
15 sodium et le m6tasulfite de sodium, tandis que Ton peut citer le p- 
hydroxybenzoate de sodium, Tacide sorbique, le cresol et le chlorocresol en 
tant que conservateurs. Pour la preparation de solution ou de suspension 
orale, les principes actifs sont dissous ou mis en suspension dans un 
v§hicule appropri6 avec un agent dispersant, un agent humectant, un agent 
20 de mise en suspension (par exemple la polyvinylpyn-olidone), un 
conservateur (tel que le m6thylparaben ou le propylparaben), un agent 
conrecteur de goQt ou un colorant. 

Pour la pr6paration de microcapsules, les principes actifs sont 
combin6s ^ des diluants appropri6s, des stabilisants appropries, des agents 
25 favorisant la liberation prolong6e des substances actives ou tout autre type 
d'additif pour la formation d*un noyau central qui est ensuite revetu d'un 
polym^re appropri§ (par exemple une rSsine hydrosoluble ou une r6sine 
insoluble dans I'eau). Les techniques connues de I'homme du m6tier seront 
utilis^es ^ cet effet, 

30 Les microcapsules ainsi obtenues sont ensuite §ventuellement 

formulees dans des unites de dosage appropriees. 

Une administration par voie oculaire peut 6galement etre envisag6e, 
en particulier dans le cas d'un traitement d'une lesion oculaire. 
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La composition pliarmaceutique de Tinvention se pr^sente alors 
sous la forme d'une composition opiitalmique pour administration locale dans 
roeil, par exemple comme un collyre, ou une creme ophtalmique. 

La composition opiitalmique peut §tre une solution aqueuse 
5 comprenant de I'eau distill6e, une solution saline physiologique, dans 
laquelle les peptides de Tinvention sont dissous. Un certain nombre d'addltifs 
peut etre incorpore dans la composition opiitalmique si necessaire par 
exemple des agents de tampon, des agents assurant risotonicit6 avec les 
larmes, des conservateurs, des 6paississants, des stabillsants, des anti- 
10 oxydants, des agents ajustant le pH, des agents ch6latants, etc, 

Les gouttes pour les yeux sont pr^parees par manipulation 
aseptique ou la sterilisation est rSalisde ^ une §tape appropri^e de la 
preparation. 

Les crimes ophtalmiques peuvent §tre pr6parees de mani^re 

15 aseptique en m6langeant le principe actif ^ une base usuelle. Les bases 
pour les cr§mes ophtalmiques sont par exemple la vaseline, le jelene 50 ou 
le plastibase, le macrogol, etc. Des surfactants peuvent etre ajoutes pour 
augmenter Thydrophilie. Des additifs tels que d6crits ci-dessus, par exemple 
les conservateurs, peuvent etre ajout6s si necessaire. 

20 En g6n§ral, pour une application ophtalmique locale, un effet 

satisfaisant chez I'adulte est obtenu par Tadministration d'une gouttelette 
dans I'oeil d'une preparation contenant de 0,001 a 10 %, de preference 0.01 a 
1 % poids/volume du compose de I'invention ou d'un sel 
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci plusieurs fois, de preference une 

25 ^ six fols par jour, et ^ chaque fois avec de preference une a quatre 
gouttelettes par oeii, et dans le cas d'utilisation d'une creme ophtalmique, 
d'une preparation contenant 0,001 a 10 %, de preference 0.01 ^ 1 % 
poids/volume du compose de I'invention ou d'un sel pharmaceutiquement 
acceptable de celui-ci, avec une application de preference une a six fois par 

30 jour dans roeil. 

Les peptides de invention peuvent 6galement etre formuies sous la 
forme de liposomes. Les liposomes sont fomnes a partir de phospholipides 
qui sont disperses dans un milieu aqueux et ferment spontanement des 
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v6sicules bicouches concentriques multilamellaires. Ces v6sicules ont 
g6n6ralement un diamStre de 25 nm ^ 4 pm et peuvent §tre soniqu6es, 
conduisant ^ la formation de v6sicules plus petites unilamellalres, de 
diamdtre de 200 ^ 500 A, contenant une solution aqueuse en leur coeur. 
5 Les liposomes peuvent etre particuli§rement avantageux pour 

adminlstrer Is medicament § une cible cellulaire ou tissulaire pr6cise. Pour 
cela, les lipides peuvent §tre couples chimiquement ^ des molecules de 
ciblage, tels que des peptides de ciblage (par exemple hormones), ou des 
anticorps. 

10 La pr^sente invention a egalement pour objet ('utilisation d'au molns 

un peptide 13-39, ou 65-97 de HARP, ou un peptide deriv6 de fun de ceux- 
cl, 6ventuellement en association avec un peptide 111-136 de HARP ou un 
peptide d§riv6, pour la preparation d'un medicament destine ^ inhiber 
I'angiogenese ou destine au traitement d'une pathologie associee d une 
15 angiogendse. 

Les patiiologies visees sont telles que mentionnees plus haut. 
L'invention a en outre pour objet une m6thode pour iniiiber 
I'angiogenese ou pour traiter une pathologie associee a une angiogenese, 
Chez un mammifere, plus particulierement un humain, comprenant 
20 I'administratlon chez ce mammifere d'une quantite therapeutlquement 
efficace d'au moins un peptide 13-39, ou 65-97 de HARP, ou un peptide 
derive de I'un de ceux-ci, eventuellement en association avec un peptide 
1 1 1-136 de HARP ou un peptide derive de celui-ci. 

Bien entendu, les peptides de l'invention ou acides nucieiques 
25 peuvent etre utilises seuls ou en association avec tout autre principe actif. On 
peut notamment citer le peptide 150-183 de I'Amphoterine, qui inhibe la 
formation des metastases (Taguchi et al., 2000 ; Huttunen et al., 2002) et 
presente d'ailleurs des homologies avec le peptide d'HARP. 

On peut egalement choisir d'employer une therapie genique en 
30 exprimant egalement un acide nucl6ique codant pour le peptide 150-183 de 
I'amphoterine. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation d'un acide 
nucieique comprenant une sequence codant pour un peptide 13-39, ou 65-97 
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de HARP, ou un peptide d§riv6 de I'un de ceux-cl, dventuellement en 
association avec un peptide 111-136 de HARP ou un peptide d^riv^. pour la 
preparation d'un medicament destine a inhiber I'angiogendse ou destine au 
traitement d'une patliologie associ^e ^ une angiog§n6se. 

5 L'invention a en outre pour objet une m6tliode pour inliiber 

I'angiogendse ou pour traiter une patliologie associee a une angiogSn^se, 
ciiez un mammifere, plus particuli^rement un humain, comprenant 
I'administration chez ce mammifere d'une quantity th6rapeutiquement 
efficace d'un acide nucl6ique comprenant une sequence codant pour un 

10 peptide 13-39, ou 65-97 de HARP, ou un peptide d6riv6 de I'un de ceux-ci, 
^ventuellement en association avec un acide nuclSique comprenant une 
sequence codant pour un peptide 1 1 1-136 de HARP ou un peptide d6riv6 de 
celui-ci. 

15 

Les exemples et figures suivants illustrent l'invention sans en limiter 
la portee. 

FIGURES : 

20 La figure 1 est un graphe repr§sentant I'inhibition de la proliferation 

cellulaire induite par HARP. Des cellules NIH 3T3 sont stimulees ou non par 4 
nM d'HARP en presence ou non de peptide 13-39 ou 65-97 utilise ^ une 
concentration allant de 0,1 ^ 10 pM. Apres 24 heures d'incubation, la 
proliferation cellulaire est estimee par mesure de la thymidine tritiee incorporee 
25 par les cellules. 

La figure 2 est un graphe qui represente I'lnhibrtion de la croissance 
tumorale dans un module de souris nude ayant regu une injection de cellules 
PC3 (lignee issue de cancer de prostate). 

Deux millions de cellules PCS sont injectees ^ des lots de 5 souris 
30 nude traitees ou non par injection quotidienne au niveau de la tumeur par du 
PBS (contrdle) ou par le peptide HARP 111-136 ^ une concentration de 5 
mg/kg. La croissance tumorale pour chaque lot d'animaux est evaluee par 
mesure de la taille de la tumeur au jour 9. 13, 16, 20, 23 et 27. 
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La figure 3 est un graphe reprdsentant {'inhibition de I'angiog^ndse 
tumoraie dans un module de souris nude qui ont regu une injection de cellules 
PCS (lign^e issue de cancer de prostate). Deux millions de cellules PCS sont 
inject^es a des lots de souris traitees ou non par injection quotidienne au 

5 niveau de la tumeur par du PBS (contrSle) ou par le peptide P111-136 ^ une 
concentration de 5 mg/kg, Les souris sont sacrifices au jour 27. La 
quantification de I'angiogCnCse est effectuee sur coupe apres analyse 
immunohistologique en utilisant I'isolectine Bandeiraea Simplicifolia comme 
marqueur spCcifique des cellules endothCliales et analyse d'images. Les 

10 valeurs prCsentCes dans I'histogramme representent la vaieur moyenne 
obtenue en analysant trois coupes indSpendantes issues de chacune des six 
tumeurs obtenues dans cheque condition. 

La figure 4 est un graphe qui represente IMnhibition de la croissance 
des cellules tumorales MDA-MB-2S1 induite par le peptide HARP 13-S9. Les 

IS cellules MDA-MB-231 sont ensemenc6es dans une boTte de culture de 12 puits 
contenant 1 ml d'agar ^ 0,6% en presence ou non de peptide HARP 13-S9. 
AprCs 1 3 jours de culture les colonies ayant un diam^tre 6gal ou supCrieur § 50 
\im sont comptCes. Les rCsultats du graphe representent les valeurs d'une 
experience r6p§t§e 2 fols avec des valeurs similaires et chaque mesure est 

20 faite en triple. Les barres representent les standards d'erreurs (*, p < 0.05; **. 
p <0.01). 

La figure 5 est un graphe qui represente I'inhibition de la croissance 
des cellules tumorales MDA-MB-2S1 induite par le peptide HARP 65-97. Les 
cellules MDA-MB-2S1 sont ensemencCes dans une bolte de culture de 12 puits 

25 contenant 1 ml d'agar k 0,6% en presence ou non de peptide HARP 65-97. 
AprCs 13 jours de culture les colonies ayant un diamdtre ^al ou supCrieur d 50 
pm sont comptCes. Les resultats du graphe representent les valeurs d'une 
experience rCpetee 2 fois avec des valeurs similaires et chaque mesure est 
faite en triple. Les barres representent les standards d'enreurs (*, p < 0.05; **, 

30 p <0.01). 

La figure 6 repr6sente I'inhibition par les peptides HARP 13-39 et 65- 
97 de I'angiogenese induite par I'HARP dans un modele in vivo. Trois cents 
microlitres de IVIatrigel® incub6s avec de 5 nM d'HARP en presence ou non des 
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peptides HARP 13-39 et 65-97 utilises a une concentration de 1 \iM sont 
inject§s en sous cutan§ a une souris. Le contrdle de I'experience est r6alis6 en 
utilisant du FGF-2. Sept jours plus tard, les souris sont sacrifices et le 
Matrigei® est pr§lev6. Des coupes d'une epaisseur de 8 pM sont r§alisCes. 
5 Les coupes sont ensuite colorees au Triciirome de Gomori. Le nombres de 
cellules ayant envahi le Matrigei® est quantifie par analyse d'image avec le 
logiciel NIH. Les r6sultats repr^sentent la valeur moyenne d'une analyse de 7 
coupes par souris (n = 4 souris/groupe). Les barres repr6sentent les standards 
d'enreurs(**, p<0.01). 

10 



EXEMPLES ; 

15 Exemple 1 : Effet des peptides HARP 13-39 et 65-97 sur 

I'Inhlbition de la proliferation des cellules NIH 3T3 stimul6es par HARP 

Des cellules fibroblastlques de type NIH 3T3 sont ensemenc6es a une 
densite de 3 x 10'* cellules par cm^ dans du milieu de culture DMEM 

20 supplements avec 1 0% de sSrum de veau foetal. Aprds 24 heures d'incubation 
^ 37"*C dans une atmosphere contenant 7 % de CO2, le milieu de culture est 
remplace par du DMEM ne contenant pas de s6rum de veau foetal. Vingt- 
quatre heures aprds, la molecule HARP (4 nM) en presence ou non des 
peptides HARP 16-48 ou 65-97 de sequences respectives SEQ ID N° 2 et N° 

25 3 ^ une concentration allant de 0.1 ^10 pM est ajoutee pendant 18 heures. 
Apres cette periode d'incubation, 0,5 pCi of [mef/)y/-^H]thymldine est ajoute et 
6 heures apres, les cellules sont fixees par une solution de 10% d'acide 
trichloracetique. La radioactivite incorporee par les cellules est alors comptee 
par scintillation liquide apres avoir effectue une lyse cellulaire avec une 

30 solution de soude a une concentration de 0,1 N. 

Les resultats sont presentes sur la figure 1 et montrent que les 
peptides con'espondant d la sequence 13-39 et 65-97 sont capables d'inhiber 
d'une faQon dose dependante I'activite d'induction de la proliferation cellulaire 
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d'HARP. A une dose de 10 pM, le peptide 65-97 inhibe plus de 90% de 
I'actjvit6 d'HARP, alors que Ton observe 60% d'inhibitlon pour le peptide 13- 
39. 



5 Example 2 : Effet du peptide HARP 111-136 sur ('inhibition de 

l'angiog6ndse tumorale et de la croissance tumorale 



La capacite du peptide P1 11-136 (SEQ ID N° 4) d'inhiber 
l'angiog§nese tumorale a §te testee en induisant une croissance tumorale 

10 par injection de cellules PCS ^ des souris nude en presence ou non de 
peptide P1 11-1 36. On injecte 2x10^ cellules PC3 k des lots de 5 souris nude 
(nude/nude, Laboratoire IFFA CREDO) trait6s ou non. par Injection au niveau 
de la tumeur de 100 pi par jour d'une solution de PBS (lot contrdle) ou par 
une solution de peptide P1 11-136 dilute dans du PBS d une concentiBtion 

15 de 5 mg/kg. Au jour 9,13.1 6, 20, 23 et 27, la taille de la tumeur est mesur6e 
d I'alde d'un pied ^ coulisse. Les rSsultats sont presentes d la figure 3 et 
Indiquent que le peptide HARP 111-136 utilise a une dose de 5 mg par kg 
indult une inhibition de la croissance des tumeurs. 

L'analyse des donnees indique que la vitesse de croissance 

20 tumorale est 4 fois moins grande pour les souris traitees avec 5 mg/kg de 
peptide HARP 111-136 que celles non traitees. Au jour 27, on observe que 
pour le groupe de souris traitees, la taille moyenne des tumeurs est 80% 
moins grosse que chez celles n'ayant pas regu de traltement. 

Au jour 27, les tumeurs sont prSlevSes et des coupes d congelation 

25 de 5 pm sont r^alis^es. Apr6s fixation des tissus d l'ac6tone (4X, 15 min) et 
r6hydratation de celles-cl, la pr6sence des cellules endoth6llales est r6v6I6e 
d I'aide de la lectine Bandeiraea Simplicifolia Isolectlne 84 (10 pg/ml) qui se 
fixe sp6cifiquement ^ la surface des cellules endoth6liales. Cette lectine est 
alors mise en Evidence par immuno-marquage d I'alde d'un sandwich 

30 d'anticorps sp6cifiques marqu6s a la phosphatase alcaline. Apres incubation 
avec un substrat de la phosphatase alcaline (Vector red substrat), les cellules 
endoth6liales sont colorees en rouge. La quantification du nombre de cellules 



wo 2004/041859 T/FR2003/003231 

26 



endoth§liales dans la tumeur est r§aris6e par analyse d'image (NIH image) 
en analysant les 6 tumeurs sur 3 coupes ind6pendantes d'une m§me tumeur. 

On obsen/e un nombre de cellules endothSliales moins important pour 
les tumeurs trait6es par ie peptide que pour les tumeurs non trait^es. La 
5 quantification de cet effet est montr6e sur la figure 3. L'analyse de 
riiistogramme indique que I'lnjection du peptide P1 1 1-136 induit une diminution 
des valsseaux intra-tumoraux de 55% demontrant que Ie peptide P1 11 -136 est 
capable d'inhiber TangiogSndse tumorale. 

10 Exemole 3 : Effet des peptides HARP 13-39 et 65-97 sur 

I'Inhibition de la croissance sur agar mou des cellules tumorales 

. Des cellules MDA-MB-231 Issues de carcinome mammaire humain, 
sont ensemenc6es d une denslt6 de 3x10^ cellules par cm^ dans du milieu de 
culture DMEM contenant 10% de s6rum de veau foetal, 0.35% d'agar et 

15 contenant ou non des concentration de peptides HARP 1 3-39 et 65-97 (SEQ ID 
N° 2 et N°3). Les cellules sont ensemencSes dans une bolte de culture de 12 
puits (35 mm de diametre/puits) pr§alablement couverte par 1 ml d'agar d 
0.6%. Les peptides sont ajout^s dans Ie milieu de culture tous Ie 2 jours. Apr6s 
13 jours d'incubation dans une atmosphere humide ^ 37°C et 7% C02, les 

20 colonies ayant un dlam^tre 6gal ou sup§rieur ^ 50 pm sont compt6es. Cheque 
point d'exp6rience est r6alis6 en triple et chaque experience est r6pet6e trois 
fols. 

Les r^sultats repr§sent§s sur les figures 4 et 5 montrent que les 
peptides HARP 13-39 et 65-97 inhlbent la croissance des cellules tumorales de 
25 fagon dose d^pendante. AinsI, une inhibition de la croissance des cellules 
tumorales MDA-MB-231 de 53% est obsen/6e en pr6sence de 1 pM de peptide 
HARP 13-39 (Fig. 4) et 41% en presence HARP 65-97 utilise a la m§me 
concentration (Fig. 5). 

30 Exemple 4 : Inhibition par les peptides 13-39 et 65-97 de 

rangiogenese induite par HARP 

HARP §tant un facteur de croissance impliqu6 dans la proliferation et 
la diff6renciation des cellules endotheliales, les inventeurs ont, dans 
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I*exp6rience pr6sent§e cl-dessous, 6tudl6 I'effet des peptides HARP 13-39 et 
65-97 (SEQ ID 2 et N'3) sur I'actlvlte anglogdne Indulte par HARP. 

Cette experience a 6te r^alis^e en utillsant un module d'angiog^n^se 
in vivo Chez la souris. Ce module experimental consiste ^ injecter du Matrigel® 

5 contenant une substance ^ analyser pour ses propri6tes stimulantes ou 
inhibitrices de rangiog6nese. Quatre souris Swiss (Janvier, Le Genest St Isle, 
France) par groupe sont inject^es avec 300 pi de Matrigel® pr^alablement 
incub§ avec soit 5 nM d'HARP, 1 pM de peptide HARP 13-39 ou HARP 65-97, 
soit un melange d'HARP (5 nM) et de peptides HARP 13-39 ou HARP 65-97 (1 

10 pM). Le contrdle de la specificite de I'inhibition est realise en utillsant un autre 
facteur angiogene, le FGF-2, teste soit seul d une concentration de 10 nM ou 
suppiemente des peptides HARP 13-39 ou HARP 65-97 utilises d une 
concentration de 1 pM. 

Les souris sont sacrifiees sept jours apres I'injection du Matrigel®. 

15 Celui-ci est preleve et congeie dans I'azote liquide. Des coupes de 8 pM 
d'6paisseur sont alors effectu6es avec un cryostat. Les coupes sont ensuite 
colorees au Trichrome de Gomori. Le nombre de cellules endotheiiales ayant 
envahi le Matrigel® est quantifie par analyse d'images en utiiisant le logiciel 
NIH image. 

20 Les resultats present6s d la figure 6 indiquent que I'HARP ainsi que le 

FGF-2 induisent une stimulation de I'anglogenese. En comparaison au 
Matrigel® utilise seul, une augmentation du nombre de cellules endotheiiales 
d'un facteur 3 est observee pour HARP et de 5,8 fols pour le FGF-2. Utilises d 
une concentration de 1 pM, les peptides HARP 13-39 ou HARP 65-97 inhlbent 

25 totalement I'angiogenese indulte par I'HARP alors qu'ils n'ont aucun effet sur 
i'anglogenese indulte par le FGF-2. Aucun effet significatif n'est observe 
lorsque les peptides HARP 13-39 ou HARP 65-97 sont utilises seuls. 

Ces resultats montrent que les peptides HARP 13-39 ou HARP 65-97 
sont des inhibiteurs specifiques de Tactivlte angiogene indulte par I'HARP. 



30 
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REVENDICATIONS 

1. Peptide consistant en la sequence d'acides amines choisie panmi : 

la sequence 1 3-39 du facteur HARP ; et 
5 - la sequence 65-97 du facteur HARP. 

2. Peptide consistant en une sequence d'acides amines similaire ^ 
au moins 80 % de la s6quence SEQ ID N" 2 ou N" 3, et pr6sentant une activite 
d'inhibltion de l'angiogen6se , et une capacity de se fixer aux 
glycoaminoglycanes (GAG). 

10 3. Peptide selon la revendlcation 2, dont la sequence diffdre de la 

s6quence SEQ ID N° 2 ou N° 3 par la substitution conservative d'au moins un 
acide aminS. 

4. Acide nucl^ique consistant en une sequence codant pour un 
peptide tel que d^fini d Tune des revendications 1^3. 
15 5. Acide nucl^ique selon la revendlcation 4, consistant en la 

sequence SEQ ID 5 ou SEQ ID N» 6. 

6. Proced6 de production d'un peptide tel que d§finl ^ I'une des 
revendications 1^3, comprenant la synthase dudit peptide par vole chlmique . 

7. Proc§d6 de production d'un peptide tel que d6finl a I'une des 
20 revendications 1 a 3, dans lequel un vecteur contenant un acide nucleique tel 

que d6fini a I'une des revendications 4 ou 5 est transf6r§ dans une cellule hote 
qui est mise en culture dans des conditions permettant I'expression du peptide 
correspondant. 

8. Composition phamiaceutique comprenant un peptide tel que 
25 d6fini d I'une des revendications 1 ^ 3, et un ou plusieurs excipients 

pharmaceutiquement acceptables. 

9. Composition selon la revendlcation 8, comprenant en outre un 
peptide ayant la sequence d'acides amines 111-136 du facteur HARP ou d un 
peptide consistant en une sequence d'acides amines similaire d au moins 80 % 

30 de la sequence SEQ ID N° 4. et pr^sentant une activity d'inhibition de 
I'angiog^n^se, et une capacity de se fixer au r^cepteur ALK. 

10. Composition selon la revendication 9, comprenant : 
le peptide 13-39 de sequence SEQ ID N° 2 ; 
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le peptide 65-97 de sequence SEQ ID N** 3 ; et 
le peptide 1 1 1-136 de sequence SEQ ID N"* 4. 

11. Composition pharmaceutique comprenant un acide nuciSique 
consistant en une sequence codant pour un peptide tel que d6fini ^ Tune des 

S revendications 1^3. 

12. Composition selon la revendication 11, comprenant en outre un 
acide nucleique comprenant une sequence codant pour un peptide tel que 
defini ^ la revendication 9. 

13. Composition selon la revendication 12, comprenant : 

10 - un acide nucleique codant pour le peptide 13-39 de sequence SEQ 

ID 2 ; 

- un acide nucldique codant pour le peptide. 65-97. de sequence SEQ 
ID 3 ; 

- un acide nucleique codant pour le peptide 111-136 de sequence 
15 SEQ ID 4. 

14. Composition selon la revendication 12 ou 13, dans laquelle 
lesdites acides nucl^iques sent portSs par un unique vecteur. 

15. Utilisation d'un peptide tel que d6fini a Tune des revendications 1 
^ 3, pour la preparation d'un medicament destine au traitement d'une 

20 pathologie associ6e a une angiogen^se. 

16. Utilisation selon la revendication 15, dans laquelle le peptide tel 
que defini k Tune des revendications 1 a 3 est associS a un peptide ayant la 
sequence d'acides amines 111-136 du facteur HARP ou a un peptide 
consistant en une sequence d'acides amines similaire a au moins 80 % de la 

25 sequence SEQ ID N"* 4, et pr6sentant une activity d'inhibition de rangiog6n6se, 
et une capacity de se fixer au rScepteur ALK. 

17. Utilisation d'un acide nucleique tel que defini d I'une des 
revendications 4 ou 5, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement d'une pathologie associSe ^ une angiogendse. 

30 18. Utilisation selon la revendication 17, dans lequel Tacide nucl6ique 

tel que defini a Tune des revendications 4 ou 5 est associ6 a un acide 
nucleique comprenant une sequence codant pour un peptide tel que defini ^ la 
revendication 9. 
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19. utilisation selon I'une des revendications 15^18, dans laqueile la 
pathologie est une tumeur, une lesion oculaire, la polyarthrite rhumatoTde ou 
une maladle de peau. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CNRS 

<120> Fragments peptidiques du facteur HARP inhibant 
1 ' angioggndse 

<130> BET 03P0917 

<140> 
<141> 

<160> 7 

<170> Patentin Ver< 2.1 ' 

<210> 1 
<211> 136 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Gly Lys Lys Glu Lys Pro Glu Lys Lys Val Lys Lys Ser Asp Cys Gly 
15 10 15 

Glu Trp Gin Trp Ser Val Cys Val Pro Thr Ser Gly Asp Cys Gly Leu 
20 25 30 

Gly Thr Arg Glu Gly Thr Arg Thr Gly Ala Glu Cys Lys Gin Thr Met 
35 40 45 

Lys Thr Gin Arg Cys Lys lie Pro Cys Asn Trp Lys Lys Gin Phe Gly 
50 55. 60 

Ala Glu Cys Lys Tyr Gin Phe Gin Ala Trp Gly Glu Cys Asp Leu Asn 
€5 70 75 80 

Thr Ala Leu Lys Thr Arg Thr Gly Ser Leu Lys Arg Ala Leu His Asn 
85 90 95 

Ala Glu Cys Gin Lys Thr Val Thr lie Ser Lys Pro Cys Gly Lys Leu 
100 105 110 

Thr Lys Pro Lys Pro Gin Ala Glu Ser Lys Lys Lys Lys Lys Glu Gly 
115 120 125 

Lys Lys Gin Glu Lys Met Leu Asp 
130 135 



<210> 2 
<211> 28 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Ser Asp Cys Gly Glu Trp Gin Trp 
1 5 

Asp Cys Gly Leu Gly Thr Arg Glu 
20 



Ser Val Cys Val Pro Thr Ser Gly 
■ 10 15 

Gly Thr Arg Thr 
25 
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<210> 3 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Ala Glu Cys Lys Tyr Gin Phe Gin Ala Trp Gly Glu Cys Asp Leu Asn 
15 10 15 

Thr Ala Leu Lys Thr Arg Thr Gly Ser Leu Lys Arg Ala Leu His Asn 
20 25 30 

Ala 



<210> 4 
<211> 26 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 4 

Lys Leu Thr Lys Pro Lys Pro Gin Ala Glu Ser Lys Lys Lys Lys Lys 
1 5 10 15 

Glu Gly Lys Lys Gin Glu Lys Met Leu Asp 
20 25 



<210> 5 
<211> 84 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 5 

tctgactgtg gagaatggca gtggagtgtg tgtgtgccca ccagtggaga ctgtgggctg 60 
ggcacacggg agggcactcg gact 84 



<210> 6 
<211> 93 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 6 

tgcaaatacc agttccaggc ctggggagaa tgtgacctga acacagccct gaagaccaga 60 
actggaagtc tgaagcgagc cctgcacaat gcc 93 



<210> 7 
<211> 75 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 7 

ctgaccaagc 

gagaagatgc 



ccaaacctca agcagaatct aagaagaaga aaaaggaagg caagaaacag 60 
tggat ■ - 75 



